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Вплив на пухлиннi клiтини квантових точок сульфiду
кадмiю, синтезованих з використанням рiзних
бiологiчних систем
Дослiджено вплив напiвпровiдникових наночастинок (квантових точок) CdS, синтезо-
ваних з використанням бiологiчних матриць (зокрема, бактерiї Escherichia coli, гриба
Pleurotus ostreatus та рослини Linaria maroccanа), на лiнiю пухлинних клiтин HeLa. По-
казано, що дослiджуванi квантовi точки CdS виявляють слабку цитотоксичну/цито-
статичну активнiсть щодо клiтин HeLa порiвняно з iонним Cd2+ та по-рiзному впли-
вають на їх адгезивний потенцiал. Найменш токсичними виявилися квантовi точки,
синтезованi з використанням грибної матрицi. Завдяки низькiй токсичностi щодо пу-
хлинних клiтин люмiнесцентнi наночастинки CdS можуть використовуватися у фун-
даментальних клiтинно-бiологiчних та бiомедичних дослiдженнях.
Ключовi слова: квантовi точки CdS, Escherichia coli, Pleurotus ostreatus, Linaria maroc-
canа, HeLa.
Отримання наночастинок металiв та їх застосування в бiологiчних системах на сьогоднi
є одним iз активно дослiджуваних напрямкiв нанотехнологiї. Нанотехнологiю розглядають
як галузь з надзвичайно великими перспективами для пошуку нових високочутливих мето-
дiв детекцiї та дiагностики раку. Найбiльше увагу дослiдникiв привертають квантовi точки
через свої унiкальнi електроннi та оптичнi властивостi. Напiвпровiдниковi квантовi точки —
це наночастинки з iнтенсивною i стабiльною флюоресценцiєю, якi можуть бути використанi
для детекцiї вiд одиниць до сотен пухлинних бiомаркерiв у тестах кровi, при бiопсiї ракових
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тканин або як контрастнi агенти для отримання медичних зображень [1]. З появою генного
та бiлкового профiлювання i технологiї ДНК-мiкрочипiв (microarray technology) високопро-
пускний скринiнг бiомаркерiв дав можливiсть згенерувати базу геномних i експресiйних
даних для певних типiв раку, а також iдентифiкувати новi пухлинно-специфiчнi маркери.
Квантовi точки мають великий потенцiал для збiльшення селективностi високочутливих
тестiв in vitro та розширення їх застосування при створеннi мультиплексних зображень на
рiвнi клiтин, тканин i цiлого органiзму з використанням бiомаркерiв раку [1].
Хоча iснує досить велика кiлькiсть фiзичних та хiмiчних методiв отримання наноча-
стинок рiзного складу, потенцiйна токсичнiсть важкого металу в складi такого комплексу
iстотно обмежує їхнє подальше застосування, зокрема в клiнiчних дослiдженнях [2]. Така
властивiсть живих органiзмiв, як можливiсть продукувати та акумулювати наночастинки
рiзної форми та розмiрiв, покладена в основу новiтнiх технологiй їх бiологiчного синтезу,
якi значно розширюють спектр їх застосування в бiологiчних дослiдженнях для вiзуалiзацiї
рецепторiв у живих клiтинах, iмунофлуоресцентного мiчення бiлкiв та в протипухлиннiй
терапiї [3, 4]. Крiм того, перспективнiсть бiологiчного синтезу полягає в тому, що цей про-
цес не передбачає використання токсичних реактивiв i, вiдповiдно, отриманi наночастинки
є безпечними для навколишнього середовища та здоров’я людини [4].
На сьогоднi використовується широкий спектр бiологiчних систем, якi дають змогу отри-
мувати наночастинки рiзного складу. Однiєю з найпоширенiших бiосистем є мiкроорганi-
зми, за допомогою яких можна отримувати наночастинки з високою каталiтичною активнi-
стю [5]. З використанням грибних систем можна отримувати наночастинки позаклiтинним
шляхом за рахунок активностi ферменту сульфатредуктази [6]. Рослиннi системи мають
свої переваги завдяки наявностi значної кiлькостi речовин (алкалоїди, флаваноїди, фено-
ли), якi сприяють синтезу наночастинок [7].
За мету даного дослiдження ставилося вивчення впливу напiвпровiдникових люмiнi-
сцентних наночастинок (квантових точок) CdS, отриманих нещодавно нами позаклiтинним
шляхом за допомогою рiзних бiологiчних матриць — бактерiї Escherichia coli, мiцелiю гриба
Pleurotus ostreatus та культури бородатих коренiв Linaria maroccana, на пухлиннi клiтини
лiнiї HeLa.
Особливостi бiологiчного синтезу та фiзико-хiмiчнi характеристики квантових точок
CdS, що були використанi в дослiдженнi, детально описанi нами в роботах [8–10]. Концен-
трацiя наночастинок CdS, отриманих за допомогою E. coli, в матричному розчинi стано-
вила 3,6 мг/л, за допомогою P. ostreatus — 3,75 мг/мл, L. maroccana — 1,2 мг/мл. Для
вивчення токсичностi квантових точок застосували такi розведення маточних розчинiв:
1 : 1, 1 : 2, 1 : 4, 1 : 8, 1 : 16. Як контроль використовували бiологiчнi матрицi (сере-
довища, якi служили основою для бiологiчного синтезу наночастинок), описанi в [8–10],
а також у вiдповiднiй концентрацiї сiль CdS, яка утворювалася в процесi хiмiчної реакцiї
CdSO4+Na2S! CdS+Na2SO4 за аналогiчних умов у бiдистильованiй водi без застосування
бiологiчних матриць. Концентрацiя CdS в такому розчинi становила 4 мг/мл. Зi збiльше-
нням розведення матричних розчинiв зменшується їх токсичнiсть, особливо це виражено
для середовищ з наночастинками CdS.
Для дослiдження дiї квантових точок CdS використовували пухлиннi клiтини лiнiї HeLa
(рак шийки матки людини). Культивування проводили у термостатi при 37 C за вологих
умов, 5% СО2; у повному поживному середовищi RPMI (“Sigma”, США) з додаванням 10%
ЕТС (“Sigma”, США). Дослiджуванi наночастинки та розчини додавали до стандартного
середовища для культивування клiтин HeLa.
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Кiлькiсть живих клiтин оцiнювали за допомогою МТТ-тесту [11]. В основу методу по-
кладено здатнiсть мiтохондрiальних ферментiв живої клiтини перетворювати 3-[4,5-диме-
тилтiазол-2-iл]-2,5-дифенiлтетразолiум бромiд (МТТ) — сiль жовтого кольору в кристалi-
чний МТТ-формазан лiлового кольору. Для цього у лунки 96-лункового планшета додавали
20 мкл розчину МТТ (“Sigma”, США) (5 мг/мл фосфатно-сольового буфера) та iнкубували
за тих самих умов протягом 3 год. Пiсля центрифугування планшета (1500 об/хв, 5 хв)
за допомогою напiвавтоматичного вiдсмоктувача видаляли супернатант. Для розчинення
кристалiв формазану в кожну лунку додавали 100 мкл диметилсульфоксиду (“Serva”, Нi-
меччина). Величину оптичного поглинання розчину вимiрювали за допомогою мультилун-
кового спектрофотометра при довжинi хвилi 540 нм (ОП540).
Для оцiнки виживаностi клiтин за умов дiї наночастинок застосовували метод рутин-
ного пiдрахунку клiтин у камерi Горяєва пiсля фарбування клiтин трипановим синiм, який
проникає в мертвi клiтини. Виживанiсть клiтин визначали за вiдсотком живих клiтин пi-
сля дiї наночастинок i порiвняно з вiдповiдним контролем та вiдносно бiологiчних матриць
E. coli, P. ostreatus, L. maroccana.
Аналiз розподiлу клiтин за фазами мiтотичного циклу та визначення кiлькостi апопти-
чних клiтин здiйснювали проточно-цитометричним методом [12]. Для цього клiтини обро-
бляли пропiдiум йодидом у концентрацiї 2,5 мкг/мл. Усi проточно-цитометричнi дослiджен-
ня виконувалися на приладi FACS Сalibur (“BectonDickinson”, США), що оснащений двома
лазерами (з довжиною хвилi 488 та 625 нм), iз застосуванням спецiалiзованих математи-
чних програм CellQuest та ModFit LT 2.0 (BDIS, США) для комп’ютерiв Macintosh для
придбання та аналiзу даних. Для вимiру флюоресценцiї пропiдiум йодиду використовували
вузькосмуговий фiльтр 585/42 нм.
Адгезивний потенцiал клiтин HeLa оцiнювали з використанням барвника фiолетового
кристалiчного з попередньою фiксацiєю спиртом як описано в [13].
Для порiвняльного визначення токсичного впливу на клiтини лiнiї HeLa квантових то-
чок, отриманих за допомогою рiзних бiологiчних матриць, нами спочатку було проведено
окреме дослiдження впливу самих матриць на виживанiсть клiтин. Було встановлено, що
вони не виявляють цитотоксичної/цитостатичної активностi щодо лiнiї клiтин HeLa при їх
додаваннi до стандартного середовища для культивування цих клiтин. Такi данi свiдчать
про певну вiдсутнiсть додаткового впливу середовищ, в яких проводили бiологiчний синтез
наночастинок, на виживанiсть клiтин HeLa. Тому наступним кроком було порiвняльне до-
слiдження впливу безпосередньо квантових точок, синтезованих за допомогою бактерiаль-
ної, грибної та рослинної матриць, на клiтини лiнiї HeLa та iонного кадмiю, що входить до
складу солi CdS, отриманої шляхом хiмiчної реакцiї. Використання рiзних розведень кван-
тових точок CdS виявило, що зi збiльшенням розведення розчинiв їх токсичнiсть зменшу-
ється. Оптимальне розведення для квантових наночасток, отриманих за допомогою рiзних
бiологiчних матриць, без зафiксованого цитотоксичного ефекту становило близько 1 : 8 –
1 : 16. Як приклад наведено виживанiсть культури клiтин HeLa за умов дiї квантових точок
CdS, отриманих за допомогою P. ostreatus (табл. 1).
Як видно з наведених даних, цитотоксична дiя зменшувалась iз збiльшенням розведень
матричних розчинiв i в розведеннях 1 : 8 – 1 : 32 вiдсоток мертвих клiтин становив у се-
редньому 6,2%, тодi як у контролi — 4,3%.
Наступне питання, яке становило iнтерес, — чи впливають наночастинки на клiтинний
цикл та рiвень апоптозу. З метою з’ясування цього питання використовували наночастинки,
отриманi за допомогою рiзних культур у розведеннях 1 : 8 – 1 : 16.
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Рис. 1. Кiлькiсть апоптичних клiтин лiнiї HeLa пiсля обробки квантовими точками CdS, отриманими за
допомогою бактерiї Escherichia coli, мiцелiю гриба Pleurotus ostreatus та культури бородатих коренiв Linaria
maroccana. Контроль — стандартне середовище культивування.
 — P < 0;05 вiдносно контролю
Як свiдчать наведенi на рис. 1 данi, квантовi точки CdS, отриманi з використанням ба-
ктерiальної та грибної матриць, не чинять цитотоксичного/цитостатичного ефекту на клi-
тини. Водночас квантовi точки CdS, отриманi за допомогою культури рослини L. maroccana,
мали проапоптичний ефект. Зокрема, вони iнгiбували пролiферативну активнiсть пухлин-
них клiтин вiдноcно контролю та виявляли апоптичну i цитостатичну дiю. Показано зро-
стання кiлькостi апоптичних клiтин пiд їх впливом майже в 2 рази порiвняно з контролем
(див. рис. 1).
Однак найбiльш токсичним виявився iонний кадмiй. Обробка клiтин HeLa 0,45 мг/мл
CdS призводила до зростання кiлькостi апоптичних клiтин приблизно до 45  2;4%, що
у 3 рази вище, нiж пiсля обробки квантовими точками, отриманими за допомогою рослинної
матрицi, та у 5–7 разiв вище порiвняно з показником у контролi та варiантi з обробкою
квантовими точками, отриманими з використанням бактерiальної та грибної матриць.
При порiвняннi спiввiдношення живих i мертвих клiтин HeLa пiсля обробки квантовими
точками CdS рiзного походження та iонним кадмiєм було встановлено, що найменш токси-
чними є квантовi точки, отриманi за допомогою грибної матрицi (рис. 2). Майже подiбний
цитостатичний ефект виявляли квантовi точки, отриманi за допомогою бактерiальної та
рослинної матриць. Кiлькiсть мертвих клiтин пiсля обробки з їх використанням збiльшува-
лася приблизно в 2,8 раза порiвняно з контролем (див. рис. 2). Найбiльший цитотоксичний
ефект у клiтин HeLa викликала обробка сiллю CdS. При застосуваннi iонного кадмiю вiд-
мiчався високий вiдсоток мертвих клiтин, зокрема, цей показник перевищував контроль
Таблиця 1. Вплив рiзних концентрацiй бiологiчної матрицi (P. ostreatus) та квантових точок CdS, отриманих
за допомогою культури P. ostreatus (P. ostreatus+ CdS), на ввиживанiсть клiтин HeLa, %
Варiант
дослiду
Розведення
1 : 2 1 : 4 1 : 8 1 : 16 1 : 32
P. ostreatus 41;0 4;5 23;0 2;3 19;7 3;0 11;4 0;4 5;4 1;1
P. ostreatus + CdS 38;0 2;0 10;4 1;7 8;7 0;5 6;5 1;2 3;4 0;7
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Рис. 2. Спiввiдношення живих/мертвих клiтин пiсля обробки квантовими точками CdS (розведення 1 : 8
– 1 : 16), отриманими за допомогою бактерiї Escherichia coli, мiцелiю гриба Pleurotus ostreatus та культури
бородатих коренiв Linaria maroccana. Контроль — стандартне середовище культивування.
P < 0;05 вiдносно контролю
у 8 разiв та був у 3–4 рази вищим, нiж пiсля обробки клiтин квантовими точками, отрима-
ними за допомогою бактерiальної та рослинної матриць.
Отже, на пiдставi результатiв дослiджень можна стверджувати, що квантовi точки CdS,
отриманi шляхом бiологiчного синтезу, не справляють вираженого токсичного впливу, на
вiдмiну вiд iонного кадмiю. Найменш токсичними серед них виявилися квантовi точки,
отриманi за допомогою грибної матрицi. Цi данi збiгаються з одержаними нами нещодавно
результатами вивчення токсичностi та генотоксичностi цих напiвпровiдникових наночасти-
нок на Drosophila melanogaster [14], якi показали, що саме квантовi точки CdS, отриманi за
допомогою мiцелiю P. ostreatus, не викликають токсичного ефекту.
Важливим показником функцiонального стану ракових клiтин є їх здатнiсть до мiж-
клiтинної адгезiї, що обумовлює їх iнвазивнiсть та сприяє розвитку метастазiв. Зменшення
адгезивного потенцiалу пухлинних клiтин, ймовiрно, означає зменшення ступеня злоякiсно-
стi клiтин. Тому наступним етапом дослiдження було визначення адгезивного потенцiалу
клiтин HeLa пiд впливом бiологiчних матриць та кадмiєвих напiвпровiдникових наночасти-
нок. Згiдно з попереднiми даними, квантовi точки CdS, отриманi за допомогою P. ostreatus,
здатнi знижувати рiвень адгезiї клiтин HeLa на вiдмiну вiд неорганiчного CdS. За умов
культивування в середовищi з квантовими точками CdS, отриманими за допомогою E. coli,
спостерiгалося також незначне зниження адгезивних властивостей клiтин. Однак оброб-
ка клiтин квантовими точками, отриманими за допомогою L. maroccana, викликала деяке
пiдвищення адгезивного потенцiалу клiтин HeLa.
Таким чином, у результатi дослiдження виявлено, що квантовi точки CdS, отриманi за
допомогою трьох рiзних бiологiчних матриць, не є вкрай токсичними щодо клiтин HeLa.
Найменш токсичними виявилися наночастинки, отриманi з використанням грибної матрицi.
Встановлено, що при бiологiчному синтезi квантових точок знижуються токсичнi власти-
востi кадмiю, що узгоджується як з нашими даними [14], так i з результатами iнших дослi-
дникiв [15]. Низький токсичний вплив кадмiєвмiсних наночастинок пов’язують з наявнiстю
специфiчних бiомолекул навколо них, якi вiдiграють важливу роль у цьому процесi [15].
Отже, отриманi екологiчним та зручним методом напiвпровiдниковi люмiнесцентнi нано-
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частинки CdS можуть бути використанi як зручнi флуоресцентнi зонди в рiзноманiтних
бiологiчних та бiомедичних дослiдженнях на тваринних органiзмах, i в тому числi при ви-
вченнi пухлинних клiтин та тканин, а також процесiв метастазування, оскiльки самi по собi
вони не викликають виражених побiчних ефектiв у клiтинах, що було нами показано на
культурi клiтин лiнiї HeLa. Подiбнi ефекти виявленi для клiтин ендотелiю та первинних
культур Т- та В-лiмфоцитiв, що буде розглядатися в наступних публiкацiях.
Дослiдження виконане за пiдтримки проекту 3/28 “Розробка нанобiотехнологiчних пiдходiв
отримання квантових точок сульфiду кадмiю та дослiдження їх бiологiчної активностi” (2014–
2015 рр.) вiддiлення цiльової пiдготовки Київського нацiонального унiверситету iм. Тараса Шев-
ченка при НАН України (PK 0114U003873).
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Влияние на опухолевые клетки квантовых точек сульфида кадмия,
синтезированных с использованием различных биологических
систем
Изучено влияние полупроводниковых наночастиц (квантовых точек) CdS, синтезирован-
ных с использованием биологических матриц (в частности, бактерии Escherichia coli, гриба
Pleurotus ostreatus и растения Linaria maroccanа), на линию опухолевых клеток HeLa. По-
казано, что исследуемые квантовые точки CdS обладають слабой цитотоксической/цито-
статической активностью по отношению к клеткам HeLa по сравнению с ионным Cd2+ и
по-разному влияют на их адгезивный потенциал. Найменее токсичными оказались кванто-
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вые точки, синтезированные с использованием грибной матрицы. Благодаря низкой токси-
чности по отношению к опухолевым клеткам люминесцентные наночастицы CdS мож-
но использовать в фундаментальных клеточно-биологических и биомедицинских исследо-
ваниях.
Ключевые слова: квантовые точки CdS, Escherichia coli, Pleurotus ostreatus, Linaria maroc-
canа, HeLa.
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Eﬀects of CdS quantum dots synthesized by various biological systems
on cancer cells
Three types of semiconductor CdS nanoparticles (quantum dots) are obtained by biosynthesis, using
bacteria Escherichia coli, the fungus Pleurotus ostreatus, and the plant — Linaria maroccana. The
eﬀects of CdS quantum dots on the cancer cell line HeLa is studied. All types of CdS quantum
dots vs ionic Cd2+ have weaker cytotoxic and cytostatic activities. The eﬀects on cells’ adhesive
potential depend on the types of CdS quantum dots. The least toxic quantum dots are synthesized,
using the fungus Pleurotus ostreatus. Low toxic eﬀects of studied ﬂuorescent CdS nanoparticles on
cancer cells might promise their eﬀective application to cell biology and biomedical research.
Keywords: quantum dots CdS, Escherichia coli, Pleurotus ostreatus, Linaria maroccanа, HeLa.
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